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論文要旨 
 
研究背景及び目的 
近年，心臓血管外科学領域における冠動脈バイパス術(coronary artery bypass grafting; 
CABG)の普及は，冠動脈疾患患者の予後ならびに生活の質の向上に大きく貢献してきた．
CABG ではグラフトとして内胸動脈や大伏在静脈などが用いられるが，静脈グラフトは動
脈グラフトと比較し，新生内膜肥厚による血管狭窄病変を惹起しやすいことが臨床上の問
題となっている． 
ホスホジエステラーゼⅢ(phosphodiesterase III; PDEⅢ)阻害剤は，cAMP の分解を特異
的に阻害することによって細胞内の cAMP 濃度を上昇させ，血管平滑筋弛緩作用，血小
板凝集抑制作用および血管平滑筋細胞増殖抑制作用を導くことが知られている．経口
PDEⅢ阻害剤であるシロスタゾールの新生内膜肥厚抑制効果は，実験的および臨床的に
その有用性が報告されている． 
本研究の目的は，シロスタゾールと P(LA/CL)を混合したシロスタゾール徐放フィルムに
よるイヌ血管吻合モデルの吻合部被包が，吻合部新生内膜の増殖抑制効果を有するか
について組織化学および組織計測学的に検討する事である． 
 
研究方法 
１. シロスタゾール徐放フィルムの作成 
クロロホルムを共溶媒としてシロスタゾールと生体吸収性材料である P(LA/CL)とを混合
しシロスタゾール徐放フィルムを作成した．フィルムに含有させるシロスタゾールの量は 10 
mg，40 mg，80 mg とし用量効果について検討した．また，フィルムを使用せず吻合のみ試
行した群をコントロールとした．  
 
2. 血管吻合モデルの作成と評価 
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ビーグル犬の大腿動脈，大腿静脈を使用し動脈グラフトモデル，静脈グラフトモデルを
作成した．同一個体の両側の大腿動脈，大腿静脈に各２箇所の端々吻合を行い，血管吻
合モデルを作成しこれを動脈グラフトモデル，静脈グラフトモデルとした．モデル動物は 4
週間後に全身麻酔下に塩酸カリウム静脈注射にて犠牲死後，吻合部血管を摘出し，組織
学的検索を行った． 実験群は 10 mg，40 mg，80 mg のシロスタゾール含有徐放フィルム群
の３群とフィルムを使用せず吻合のみ試行した群(コントロール)の計 4 群とし，各群あたり 5
頭のビーグル犬を割り付けた．  
摘出標本は薄切により吻合部の横断面を作製し，Hematoxylin-Eosin(HE)染色および
膠原線維，弾性線維同定のための Elastica-Goldner 変法(EG)染色を行った．内膜肥厚度
の定量化のために，デジタル画像解析により測定した内膜(I)および中膜(M)の面積から
それらの比(I/M ratio)を算出した．新生内膜における増殖細胞を可視化するために抗
proliferating cell nuclear antigen(PCNA)抗体を用いて免疫染色を行った．新生内膜にお
ける間葉系細胞の形質を同定するために，抗 α-smooth muscle actin(α-SMA)抗体および
抗 desmin 抗体を用いて免疫染色を行った．内皮細胞同定のために，抗 von Willebrand
抗体を用いて免疫染色を行った． 
 
３. シロスタゾール血中濃度測定 
実験開始時，開始後 2 週間，および 4 週間の各時点でシロスタゾール血中濃度を測定
した．ポジティブコントロールとして，シロスタゾール 100 mg を同系ビーグル犬に経口投与
し，内服後 1 時間，3 時間，5 時間，および 8 時間後に採血し，血中濃度の比較を行った．
血中濃度の測定は高速液体クロマトグラフィーにより行った． 
 
研究結果 
1. 動脈グラフトモデル 
コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg 投与群の I/M ratio はそれ
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ぞれ，0.31 ± 0.03，0.15 ± 0.03，0.11 ± 0.03，0.12 ± 0.03 であり，コントロール群に比してシロ
スタゾール群で有意に低値であった(P<0.05)． 
 
2. 静脈グラフトモデル 
コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg 投与群の I/M ratio はそれ
ぞれ，0.43 ± 0.03，0.33 ± 0.03，0.32 ± 0.03，0.27 ± 0.03 であり，コントロール群に比してシロ
スタゾール 80 mg 投与群で有意に低値であった(P<0.05)． 
 
3.  免疫組織染色 
動脈グラフトモデルおよび静脈グラフトモデルにおいて，シロスタゾール徐放フィルム群
でコントロール群と比較し PCNA index， α-SMA 陽性細胞率の有意な低下がみられた．
Desmin 陽性細胞率は，動脈グラフトモデルにおいて 80 mg 群で有意な低下を認めたが，
静脈グラフトモデルでは有意な差は認めなかった．抗 von Willebrand抗体免疫染色では，
全群で吻合部の再内皮化を認めた． 
 
4.  シロスタゾール血中濃度 
実験開始時，投与後 2 週間および 4 週間後のシロスタゾール血中濃度は，コントロール
群およびシロスタゾール 10 mg 投与群では検出感度限界以下であった．40 mg 投与群で
は，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.006 ± 0.005 μg/ml，4 週間後は検出感度
限界以下であった．80 mg 投与群では，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.019 ± 
0.001 μg/ml，4 週間後は 0.020 ± 0.001 μg/ml であった． 
シロスタゾール 100 mg を経口投与した同系ビーグル犬の内服後 1 時間，3 時間，5 時間，
8 時間の血中濃度はそれぞれ，検出感度以下，0.570 μg/ml，0.464 μg/ml，0.144 μg/ml で
あった． 
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結論 
生体吸収性シロスタゾール徐放フィルムの血管外膜側からの局所投与は，新生内膜肥
厚抑制作用を有することが実験的に明らかとなった．シロスタゾールの新生内膜肥厚抑制
の機序としては，中膜から内膜へ移行した後の筋線維芽細胞の増殖抑制によることが示
唆された． 
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研究背景 
近年，心臓血管外科学領域における冠動脈バイパス術(coronary artery bypass grafting; 
CABG)の普及は，冠動脈疾患患者の予後ならびに生活の質の向上に大きく貢献してきた
[1,2]．CABG ではグラフトとして内胸動脈や大伏在静脈などが用いられるが，静脈グラフト
は動脈グラフトと比較し，新生内膜肥厚による血管狭窄病変を惹起しやすいことが臨床上
の問題となっている[3,4]．グラフトの長期成績を妨げるものとしては，術後早期に発生する
血栓症，新生内膜肥厚および長期的には動脈硬化性変化などが報告されてきた[5]． 
血管吻合部における新生内膜肥厚のメカニズムとしては，中膜平滑筋細胞の増殖と内
膜への遊走が主要な原因と考えられてきた．また，この過程の中で平滑筋細胞は収縮型
筋線維芽細胞を経て，膠原線維や結合組織基質産生性の合成型筋線維芽細胞へと形
質転換し，この結果内膜に厚い結合組織の層が形成されると報告されている[6-8]．この新
生内膜肥厚を抑制することにより，血管吻合術の長期開存を得ることができると考えられ
る． 
新生内膜肥厚の抑制のため，現在まで様々な動物実験が行われてきた．薬物治療とし
ては，1991 年ラット静脈グラフトモデルにおいて Hirsch ら[9]は，ヘパリンの静脈内投与が
有効であったと報告した．山内ら[10]は，pravastatin を経口投与し，ウサギ静脈グラフトの
術後内膜肥厚が抑制されたと報告している．遺伝子導入治療も試行されてきたが，動物
実験レベルでは一定の効果が認められたものもあったが，臨床レベルで 2005 年に発表さ
れた約 3000 例の CABG 術後における Phase Ⅳ多施設無作為二重盲検臨床試験では，
有意差がみられなかった[11]．遺伝子導入治療では，遺伝子を目的細胞に運び込む
vector そのものの安全性確保に関しても動物実験からヒトへの臨床応用のときに問題とさ
れている．われわれは，臨床応用も視野におき市販薬物を徐放させる方法を選択し，今回
の実験を計画した． 
  ホスホジエステラーゼⅢ(phosphodiesterase III; PDEⅢ)阻害剤は，cAMP の分解を特異
的に阻害することによって細胞内の cAMP 濃度を上昇させ，血管平滑筋弛緩作用，血小
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板凝集抑制作用および血管平滑筋細胞増殖抑制作用を導くことが知られている[12]．経
口 PDEⅢ阻害剤であるシロスタゾールの新生内膜肥厚抑制効果は，実験的および臨床
的にその有用性が報告されている．実験的には，バルーン障害モデル，ステント留置モデ
ル，血管吻合モデルで確認され報告されてきた [13-16]．また臨床的には，経皮的冠動脈
形成術後の新生内膜肥厚の抑制と狭窄予防に有用であったと報告されている [17]．しか
し，シロスタゾールを生体吸収性材料に含浸させ，吻合部の外側より徐放的に投与する報
告はない．われわれは以前，生体吸収性材料であるポリ L 乳酸・カプロラクトン共重合体
(copolymer of L-lactide and ε-caprolactone; P(LA/CL))とラパマイシンを用いて徐放フィル
ムを作製し，そのフィルムを吻合部の外膜側から局所投与することにより，イヌ血管吻合モ
デルにおける術後内膜肥厚を抑制しうることを報告した [18]．現在，ラパマイシンは薬剤
溶出ステントとして臨床応用されているが，内皮機能障害や遅発性ステント血栓症が問題
点として知られている．そこでわれわれは，シロスタゾールを使用し P(LA/CL)と混合するこ
とにより新たに徐放フィルムを作製することとした． 
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研究目的 
本研究の目的は，シロスタゾールと P(LA/CL)を混合したシロスタゾール徐放フィルムに
よるイヌ大腿動脈吻合モデルの吻合部被包が，吻合部新生内膜の増殖抑制効果を有す
るかについて組織化学および組織計測学的に検討する事である． 
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実験材料 
・実験動物： 
ビーグル犬 (体重 9〜12.5kg，平均 10.5 kg) 合計 20 頭 
・手術材料： 
8-0SurgiproⅡ(Covidien，Tokyo，Japan) 
ポリＬ乳酸カプロラクトン共重合体 (P(LA/CL)) (Corefront Corporation，Tokyo，Japan) 
・試薬等： 
Cilostazol (Wako，Osaka，Japan) 
Mouse anti proliferating cell nuclear antigen antibody (NeoMarkers，CA，USA) 
Mouse anti alpha-actin antibody (Dako，CA，USA) 
Mouse anti desmin antibody (Dako，CA，USA) 
Sheep anti-canine von willebrand factor purified IgG (Cedarlane，Ontario，Canada) 
Negative control mouse IgG (Dako，CA，USA) 
-10- 
実験方法 
１．シロスタゾール徐放フィルムの作製 
シロスタゾール徐放フィルムは以下のような方法で作製した．まず，直径 28 mm のシ
ャーレ上で P(LA/CL)(ポリ L乳酸-カプロラクトン共重合体，重合比 1:1)(コアフロント株式会
社，東京)50 mg をクロロホルム(和光純薬工業株式会社，大阪)1 ml に溶解し，クロロホル
ム 1 ml に溶解したシロスタゾール(大塚製薬株式会社，東京)と混合，撹拌後，4℃にて 24
時間乾燥させクロロホルムを揮発させて除去することによりフィルム状とした(図 1)．シロスタ
ゾールの投与量は人経口投与時の用量 200 mg/day をもとに体重による比例配分から 40 
mg を基本とし，10 mg および 80 mg の 3 種類のフィルムを作製し，その用量効果について
も検討を行った． 
 
2．手術方法 
a) 麻酔方法 
Thiopental sodium 25 mg/kg の静注で麻酔導入を行い，気管内挿管を行い純酸素
にて従量式レスピレーター (EVA 900N，アイカ医科工業，東京)で 1 回換気量 15 
ml/kg，20 回/分の調節呼吸を行った．麻酔の維持には Halothane の吸入麻酔を使用
し，術中は心電図をモニターした． 
b) 手術方法 
全身麻酔後，ビーグル犬を仰臥位にて固定した．清潔な術野で両大腿部に皮膚切
開を行い，大腿動脈，静脈をテーピングした．右側を静脈グラフトモデル，左側を動脈
グラフトモデルに使用した．右側大腿静脈を約 1 cm 切除し，これを静脈グラフトとして
使用した．ヘパリン 100 単位/kg を経静脈的に投与した後，右側大腿動脈を遮断し，
8-0SurgiproⅡを用い，大腿動脈に静脈グラフトを連続縫合で端々吻合を行った．この
吻合部を静脈グラフトの吻合部と仮定した （図 2，図 3A）．なお，大腿静脈は結紮した．
同様に．左側の大腿動脈も遮断し 2 箇所の端々吻合を行った．この吻合部を動脈グラ
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フトの吻合部と仮定した（図 2，図 4A）．動脈グラフト，静脈グラフト吻合部全体をシロス
タゾール徐放フィルムで全周性に覆い，止血を確認後閉創し覚醒させた(図 3B，4B)． 
 
3．実験群 
実験群は 10 mg，40 mg，80 mg のシロスタゾール含有徐放フィルム群の 3 群とフィル
ムを使用せず吻合のみ試行した群(コントロール)の計 4 群とした．各群あたり 5 頭のビーグ
ル犬を割り付けた．作製したフィルムを図 3B，図 4B のように吻合部全周を被覆するように
置いた．フィルムは被覆部位がずれないように閉創直前に置くようにした．フィルムは水分
を吸収すると粘着性を有し，固定しなくても被覆部位のずれが発生しにくかった．モデル
動物は 4 週間後に全身麻酔下に塩酸カリウム静脈注射にて犠牲死後，吻合部血管を摘
出し，組織学的検索を行った． 
以上の操作は全て「東北大学における実験動物に関する指針」に準拠し施行した．ま
た，これらの実験は東北大学医学部動物実験委員会の承認のもとに行った． 
 
4．内膜肥厚度の定量化  
摘出した吻合部血管は，4%パラホルムアルデヒド-リン酸緩衝液に 24 時間固定し，ア
ルコール-キシロール脱水後パラフィン包埋した．1 標本より中枢側および抹消側の 2 箇所
の吻合部が得られ，それぞれ１切片の厚さを 1.5μm とした連続薄切により吻合部の横断
面を作製し，Hematoxylin-Eosin(HE)染色および膠原線維，弾性線維同定のための
Elastica-Goldner 変法(EG)染色を行った． 
  内膜肥厚度の定量化のために，デジタル画像解析(Image-Pro Plus version 4.0 for 
windows，MediaCybernetics，Silver Spring，MD)により測定した内膜(I)および中膜(M)の
面積からそれらの比(I/M ratio)を算出した． 
 
5．免疫組織学的検討 
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新生内膜における増殖細胞を可視化するために抗 PCNA 抗体を用いて免疫染色を
行った．新生内膜における間葉系細胞の形質を同定するために，抗 α-SMA 抗体および
抗 desmin 抗体を用いて免疫染色を行った．内皮細胞同定のために，抗 von Willebrand
抗体を用いた．免疫染色の negative control はすべて抗マウス IgG 抗体(Dako，CA，USA)
とした．Positive controlは，抗 α-SMA抗体ではヒトの血管平滑筋細胞，抗 PCNA抗体では
ヒトの脾臓，抗 von Willebrand 抗体ではイヌの血管内皮細胞，抗 desmin 抗体ではヒトの胃
平滑筋細胞とした． 
PCNA，α-SMA および desmin の各免疫染色標本から強拡大の無作為の 8 視野より
撮影されたデジタル画像(NIKON COOLSCOPE， 株式会社ニコン，東京)上に系統的無
作為に unbiased counting frame[19]を設定し，陽性および陰性細胞数を計測した．これら
の値から陽性細胞/全細胞数の比を算出し PCNA index，α-SMA および desmin 陽性細胞
率とした(図 4) ． 
 
単純免疫染色は以下の手順で行った． 
１． 脱パラフィン 
２． 内因性 POD 活性阻止（3%H2O2/メタノール），10 分/室温 
３． 蒸留水水洗 
４． PCNA，von Willebrand : オートクレーブ 121℃ 5 分 
α-SMA :トリプシン 37℃ 30 分 
５． PBS 洗浄 5 分×3 回 
６． 10%正常ウサギ血清による非特異的反応阻止 10 分 
７． 1 次抗体 overnight/4℃  
８． PBS 洗浄 5 分×3 回 
９． 2 次抗体 30 分/室温（ビオチン標識抗マウス IgG+IgA+IgM 抗体） 
         von Willecrand のみビオチン標識抗シープ IgG+IgA+IgM 抗体を使用                                     
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１０． PBS 洗浄 5 分×3 回 
１１． ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビシン 30 分/室温 
１２． PBS 洗浄 5 分×3 回 
１３． DAB 発色 
１４． PBS 洗浄  
１５． 核染：カラッチのヘマトキシリン 1 分  
１６． 水洗，脱水，透徹，封入 
 
6．シロスタゾール血中濃度測定 
実験開始時，開始後 2 週間，および 4 週間の各時点でシロスタゾール血中濃度を測
定した．ポジティブコントロールとして，シロスタゾール 100 mg を同系ビーグル犬に経口投
与し，内服後 1 時間，3 時間，5 時間，および 8 時間後に採血し，血中濃度の比較を行っ
た．血中濃度の測定は高速液体クロマトグラフィー(株式会社住化分析センター，大阪)に
より行った． 
 
7．統計分析 
すべての実験データは平均±標準誤差で表示した．実験群間の比較には一元配置
分散分析法および事後対比較として Tukey-Kramer 法を用いて検定した．すべての統計
分析は，JMP5.0.1J(SAS Institute Inc，Cary，NC)を用いて行った． P<0.05 を統計学的有
意とした． 
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結果 
1．肉眼的所見 
吻合術後 4 週間の観察期間中に実験動物の死亡はなく，グラフト閉塞も認めなかった．
標本摘出時に P(LA/CL)フィルムはほぼ完全に吸収され，肉眼的に遺残は認めなかった． 
 
2．I/M ratio 
a) 動脈グラフトモデル 
図 5 は各群の吻合部横断面画像である(EG 染色)．これらの画像を用いて測定した I/M 
ratio の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg
投与群の I/M ratio はそれぞれ，0.31 ± 0.03，0.15 ± 0.03，0.11 ± 0.03，0.12 ± 0.03 であり，
コントロール群に比してシロスタゾール群で有意に低値であった(P<0.05，図 6)．10 mg 投
与群と 40 mg 投与群の I/M ratio の比較では 40 mg 投与群で陽性細胞率は低下傾向がみ
られたが，80 mg 投与群では 40 mg 投与群に比して軽度増加した．投与群間で有意差は
なかった． 
b) 静脈グラフトモデル 
図 7 は各群の吻合部横断面画像である(EG 染色)．これらの画像を用いて測定した I/M 
ratio の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg および 80 mg
投与群の I/M ratio はそれぞれ，0.43 ± 0.03，0.33 ± 0.03，0.32 ± 0.03，0.27 ± 0.03 であり，
コントロール群に比して 80 mg 投与群で有意に低値であった(P<0.05，図 8)．  
 
3．免疫組織学的検討 
a ) PCNA 免疫染色 
図 9 は動脈グラフトモデルにおける各群の PCNA 免疫染色画像である．これらの画像を
用いて得たPCNA indexの値は表 1の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 mg，
40 mg および 80 mg 投与群の PCNA index はそれぞれ，0.46 ± 0.02，0.34 ± 0.02，0.29 ± 
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0.02，0.30 ± 0.03 であり，シロスタゾール投与群の値は，コントロール群に比して有意に低
値であった (P<0.05，図 10)．投与群間で有意差はなかった． 
図 11 は静脈グラフトモデルにおける各群の PCNA 免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た PCNA index の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾール 10 
mg，40 mg および 80 mg 投与群の PCNA index はそれぞれ，0.45 ± 0.01，0.38 ± 0.02，0.38 
± 0.02，0.35 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の値は，コントロール群に比して有意に
低値であった (P<0.05，図 12)．投与群間で有意差はなかった． 
b) α-SMA 免疫染色 
図 13 は動脈グラフトモデルにおける各群の α-SMA免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た α-SMA 陽性細胞率の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg，40 mgおよび 80 mg投与群のα-SMA 陽性細胞率はそれぞれ，0.71 ± 0.01，0.59 
± 0.02，0.45 ± 0.02，0.50 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の α-SMA 陽性細胞率は，コ
ントロール群に比して有意に低下していた(P<0.05，図 14)．投与群間で有意差はなかっ
た． 
図 15 は静脈グラフトモデルにおける各群の α-SMA免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た α-SMA 陽性細胞率の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg，40 mgおよび 80 mg投与群のα-SMA 陽性細胞率はそれぞれ，0.77 ± 0.01，0.47 
± 0.01，0.40 ± 0.02，0.36 ± 0.02 であり，シロスタゾール投与群の α-SMA 陽性細胞率は，コ
ントロール群に比して有意に低下していた(P<0.05，図 16)．投与群間で有意差はなかっ
た． 
c) Desmin 免疫染色 
 図 17 は動脈グラフトモデルにおける各群の desmin 免疫染色画像である．これらの画
像を用いて得た desmin 陽性細胞率の値は表 1 の様であった．コントロール群，シロスタゾ
ール 10 mg 群，40 mg，80 mg 投与群の desmin 陽性細胞率はそれぞれ，0.15 ± 0.01，0.15 
± 0.02，0.20 ± 0.02，0.04 ± 0.02 であり，シロスタゾール 80 mg 投与群の desmin 陽性細胞
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率はコントロール群，シロスタゾール 10 mg，40 mg 投与群の desmin 陽性細胞率に比して
有意に低値であった (P<0.05，図 18)． 
図 19 は静脈グラフトモデルにおける各群の desmin 免疫染色画像である．これらの画像
を用いて得た desmin 陽性細胞率の値は表 2 の様であった．コントロール群，シロスタゾー
ル 10 mg 群，40 mg，80 mg 投与群の desmin 陽性細胞率はそれぞれ，0.35 ± 0.02，0.34 ± 
0.02，0.38 ± 0.02，0.38 ± 0.02 であり，コントロール群と比較しシロスタゾール投与群で有意
な変化を認めなかった(図 20)． 
d) von Willebrand 免疫染色 
 動脈グラフトモデル，静脈グラフトモデルの全ての群で von Willebrand 抗体に染色する
内皮細胞が確認された（図 21，図 22）． 
 
4．シロスタゾール血中濃度 
 実験開始時，投与後 2 週間および 4 週間後のシロスタゾール血中濃度は，コントロール
群およびシロスタゾール 10 mg 投与群では検出感度限界以下であった．40 mg 投与群で
は，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.006 ± 0.005 μg/ml，4 週間後は検出感度
限界以下であった．80 mg 投与群では，実験開始時は検出限界以下，2 週間後は 0.019 ± 
0.001 μg/ml，4 週間後は 0.020 ± 0.001 μg/ml であった． 
 シロスタゾール 100 mg を経口投与した同系ビーグル犬の内服後 1 時間，3 時間，5 時間，
8 時間の血中濃度はそれぞれ，検出感度以下，0.570 μg/ml，0.464 μg/ml，0.144 μg/ml で
あった．  
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考察 
今回の実験において，生体吸収性のシロスタゾール徐放フィルムで血管吻合部を被
包することにより新生内膜肥厚を抑制しうることが明らかとなった．シロスタゾール徐放に用
いた P(LA/CL)は生体吸収性高分子であるポリ乳酸の L体とカプロラクトンとの共重合体で
ある．ポリ乳酸はモノマー単位の立体構造により D 体，L 体，ラセミ体が存在し，分解機構
は酵素非依存性加水分解である．他成分モノマーとの共重合によりその分解速度は飛躍
的に上昇するという特徴がある．P(LA/CL)は他の実験，医療材料にも応用されている[20, 
21]．生体吸収性のフィルム基剤として使用した P(LA/CL)には新生内膜肥厚に対する抑
制効果はない[18]とされ，この結果はシロスタゾールの効果によるものと考えられた．われ
われの実験結果は，山本ら[15]のラットの静脈吻合モデルへのシロスタゾール 20 mg 含有
ゲルの単回局所投与の実験結果や，工藤ら[16]のビーグル犬の静脈吻合モデルに対し
シロスタゾール(60mg/kg/day)の経口投与を行った実験結果と概ね一致していた．シロスタ
ゾールの投与量は今回，人経口投与時の用量 200 mg/day をもとに体重による比例配分
から 40 mg を基本とし，他実験での投与量を参考とし 10 mg および 80 mg の 3 種類のフィ
ルムを作製し，その用量効果についても検討を行った．今回の実験で，シロスタゾール局
所徐放投与により，吻合部の内膜肥厚が軽減されることが明らかとなったが，動脈吻合モ
デルにおいては 10 mg，40 mg，80 mg の間では用量依存的な結果は得られなかった．ま
た，静脈吻合モデルにおいては，80 mg 投与群のみ有意に内膜肥厚を抑制していた．  
動脈吻合モデルと静脈吻合モデルとの比較では静脈吻合モデルの新生内膜肥厚が強
く認められた．静脈グラフトがCABG術後にグラフト閉塞をきたしやすく，開存率が低いこと
は臨床でも確認[3-5]されており，本研究においても同様の結果が得られた．静脈グラフト
が閉塞しやすい理由は動脈と静脈の血管組織構造の違いにより compliance が小さいこと
などが考えられている． 
新生内膜内の筋線維芽細胞に対する免疫染色を用いた検討では，シロスタゾール投
与群で PCNA index と α-SMA陽性細胞率の有意な低下がみられた．また，desmin 陽性細
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胞率は動脈吻合モデルにおいて 80 mg 投与群でコントロールに比して有意に低値であっ
た．動脈硬化や内皮障害に伴う内膜の増殖，肥厚のメカニズムとして，刺激や組織ストレ
ス下での中膜に存在する収縮型筋線維芽細胞の内膜への遊走，および収縮型筋線維芽
細胞の結合組織基質や膠原線維産生能の高い合成型細胞への形質転換が重要である
と報告されている[22, 23]．今回の実験では，動脈吻合モデルの 80 mg 投与群において
desmin 陽性細胞率の有意な低下と，I/M ratio の軽度の増加傾向がみられた．Johnson ら
[22]および Vukovic ら[23]は，desmin が内膜肥厚に寄与することが少ない収縮型筋線維
芽細胞のマーカーであることを報告している．80 mg 投与群における desmin 陽性細胞率
の有意な低下が筋線維芽細胞の収縮型から合成型細胞への形質転換を示唆している可
能性が考えられた．この形質転換は，藤田ら[24]が脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット
の脳内細血管においてシロスタゾール内服投与群で確認されたものと類似する結果であ
る． 
さらに動脈吻合モデルの 80 mg 投与群で観察された I/M ratio の軽度の増加傾向は 10 
mgおよび 40 mg投与群との間には有意差はなく，またコントロール群との間の有意性は保
持されており，依然この投与量が新生内膜形成の抑制に有効であるとの印象もある．しか
し，免疫染色による検討ではこの投与群では有意な desmin 陽性細胞の減少と PCNA 
index および α-SMA 陽性細胞率の軽度の増加傾向をともなっており，内膜細胞増殖およ
び合成型筋線維芽細胞の増加傾向という新生内膜形成の前駆的状態である可能性が考
えられた．すなわち，シロスタゾールの投与量は動脈吻合モデルにおいては 10 mg および
40 mg で強い効果はあるが，80 mg 以上の量の投与により長期的には吻合部の狭窄に対
してかえって促進的に作用する可能性もある．静脈吻合モデルにおいてはすべての投与
量で内膜増殖抑制がみられたが，80 mg で最も強い効果を認めた．よって，臨床応用にお
いては至適投与量の決定が重要であり今後の検討課題と考えられた． 
分子薬理学的な研究によれば，シロスタゾールなどの PDEⅢ阻害剤は，細胞内の
cAMP 分解を特異的に阻害することによって cAMP 濃度を上昇させることが知られており，
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cAMP の上昇は動脈中膜平滑筋細胞の増殖と中膜から内膜への遊走を抑制すると報告
されている[25-27]．Newman ら[25]は，cAMP が IL-6 産生を抑制することにより，血管平滑
筋細胞の遊走を抑制したと報告した．Indolfi ら[26]は，cAMP 依存性プロテインキナーゼ
の活性化がラット総頸動脈バルーン障害モデルにおける新生内膜形成を抑制したと報告
した．また，林ら[27]は，cAMP により癌抑制遺伝性である p53 および p21 の発現が亢進し，
アポトーシスを誘導することにより，血管平滑筋細胞の増殖を抑制したと報告した．われわ
れの今回の研究ではシロスタゾールの収縮型から合成型への形質転換の抑制作用の可
能性も示唆されたが，このメカニズムについては明らかではなく，今後検討する予定である．
また，実験の観察期間が 4 週間と短期のものであり，長期的な観察ではないことが限界の
一つである。 
シロスタゾール徐放フィルムによる血管吻合部への局所投与と経口投与との血中濃度
の推移の比較では，フィルム群においてのシロスタゾール血中濃度は高感度のアッセイを
用いて 0.006-0.02 μg/ml であった．シロスタゾール 20 mg 含有ゲルを用いたわれわれ以外
の実験でも投与後 14 日， 28 日の時点で 0.01 μg/ml 未満，0.02 μg/ml 未満と採用されたア
ッセイ法の検出感度以下であり，われわれの今回の結果とほぼ一致していた．シロスタゾ
ール徐放フィルム投与後の血中濃度は測定した時点での最も高い時期で 0.02 μg/ml であ
り，100 mg 経口投与後の最高値 0.57 μg/ml と比較すると約 1/30 であり，出血傾向の発現
や頻脈などの全身投与の場合の合併症や副作用を減少させることができるものと期待さ
れた．また，今回作製したフィルムは徐放作用を有し，80 mg 投与群では投与後 4 週間の
時点でも 0.02 μg/ml の血中濃度を示し，長期間の薬理学的作用が得られることが判明し
た． 
近年，経皮的冠動脈形成術において再狭窄抑制を目的としたシロスタゾール全身投与
の臨床試験が行われており一定の効果があると報告されている[28,29]が，局所投与は全
身投与に比較して安全で効果的な投与法となりうる可能性が示された．さらに，今回われ
われは新たなシロスタゾールの局所投与法として生体吸収性の徐放フィルムを開発，使用
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した．同様に局所投与の基剤としてゲルを使用した報告[13,15,30]も散見されるが，これら
と比較しても，われわれの方法は，投与部位を吻合部近傍のごく狭い範囲に限局させるこ
とが可能であること，生体吸収性素材であるため有害性が少なく使用が容易であること，
滅菌が可能であることなど多くの利点があり，冠動脈バイパス術を含め多様な心臓血管外
科手術への臨床応用が期待されるものと思われた． 
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結論 
生体吸収性シロスタゾール徐放フィルムの血管外膜側からの局所投与は，新生内膜肥
厚抑制作用を有することが実験的に明らかとなった．シロスタゾールの新生内膜肥厚抑制
の機序としては，中膜から内膜へ移行した後の筋線維芽細胞の増殖抑制によることが示
唆された． 
-22- 
謝辞 
本研究をすすめるにあたり，終止懇切なる御指導を賜りました東北大学大学院医学系
研究科心臓血管外科分野の田林晄一教授に心から感謝いたします．本研究を行うにあた
り，ご専門の立場から貴重な御意見，御助力をいただきました京都大学再生医科学研究
所の田畑泰彦教授に深く感謝いたします．病理標本の評価方法および統計学的処理に
あたっては，仙台厚生病院病理診断臨床検査科の千葉良司部長からご指導を頂きました．
また，病理標本作製に多大なるご協力をいただいた東北大学病理部スタッフの皆様に深
く感謝いたします． 
本研究は，以上のように多くの方々の御支援によって成し遂げられたものであり，ここに
心からの謝意を申し上げます． 
-23- 
参考文献 
1) Cameron A ， Davies KB ， Green G ， et al ． ： Coronary bypass surgery with 
internal-thoracic-artery grafts-effects on survival over a 15-year period．N Engl J Med 
334：216-219，1996 
2) Verma S，Szmitko PE，Weisel RD，et al．：Should radial arteries be used routinely for 
coronary artery bypass grafting?  Circulation 110：40-46，2004 
3) Goldman S，Zadina K，Moritz T，et al．：Long-term patency of saphenous vein and left 
internal mammary artery grafts after coronary artery bypass surgery．J Am Coll Cardiol 
44：2149-2156，2004 
4) Sabik JF 3rd，Lytle BW，Blackstone EH，et al．：Comparison of saphenous vein and 
internal thoracic artery graft patency by coronary system．Ann Thorac Surg 79：544 –51，
2005 
5) Motwani JG，Topol EJ，：Aortocoronary saphenous vein graft disease： pathogenesis，
predisposition，and prevention．Circulation 97：916-931，1998 
6) Indolfi C，Mongiardo A，Curcio A，et al．：Molecular mechanisms of in-stent restenosis 
and approach to therapy with eluting stents．Trends Cardiovasc Med 13：142-148，2003 
7) Martin KA，Rzucidlo EM，Merenick BL，et al．：The mTOR/p70 S6K1 pathway regulates 
vascular smooth muscle cell differentiation． Am J Physiol Cell Physiol 286：C507-517，
2004 
8) Roy-Chaudhury P，Kelly BS，Miller MA，et al．：Venous neointimal hyperplasia in 
polytetrafluoroethylene dialysis grafts．Kidney Int 59：2325-2334，2001 
9) Hirsch GM，Karnovsky MJ，：Inhibition of vein graft intimal proliferative lesions in the rat 
by heparin．Am J Pathol 139：581-587，1991 
10) Yamanouchi D，Banno H，Nakayama M，et al．：Hydrophilic statin suppresses vein graft 
intimal hyperplasia via endothelial cell-tropic Rho-kinase inhibition．J Vasc Surg 42：
-24- 
757-764，2005 
11) Alexander JH，Hafley G ，Harrington RA，et al．：Efficacy and safety of edifoligide，an 
E2F transcription factor decoy，for prevention of vein graft failure following coronary 
artery bypass graft surgery：PREVENT Ⅳ：a randomized controlled trial．JAMA 294：
2446-2454，2005 
12) Pan X，Arauz E，Krzanowski JJ，et al．：Synergistic interactions between selective 
pharmacological inhibitors of phosphodiesterase isozyme families PDE III and PDE IV to 
attenuate proliferation of rat vascular smooth muscle cells．Biochem Pharmacol 48：
827–835，1994 
13) Ishizaka N，Taguchi J，Kimura Y，et al．：Effects of a single local administration of 
cilostazol on neointimal formation in balloon-injured rat carotid artery．Atherosclerosis 
142：41-46，1999 
14) Kubota Y，Kichikawa K，Uchida H，et al．：Pharmacologic treatment of intimal 
hyperplasia after metallic stent placement in the peripheral arteries． An experimental 
study．Invest Radiol 30：532-537，1995 
15) Yamamoto K，Onoda K，Sawada Y，et al．：Locally applied cilostazol suppresses 
neointimal hyperplasia and medial thickening in a vein graft model． Ann Thorac 
Cardiocasc Surg 13：322-330，2007 
16) Kudo FA，Kondo Y，Muto A，et al．：Cilostazol suppresses neointimal hyperplasia in 
canine vein grafts．Surg Today 39：128-132，2009  
17) Biondi-Zoccai GG ， Lotrionte M ， Anselmino M ， et al． ： Systematic review and 
meta-analysis of randomized clinical trials appraising the impact of cilostazol after 
coronary percutaneous intervention．Am Heart J 155：1081-1089，2008  
18) Kawatsu S，Oda K，Saiki Y，et al．：External application of rapamycin-eluting film at 
anastomotic sites inhibits neointimal hyperplasia in a canine model．Ann Thorac Surg 
-25- 
84：560-567，2007  
19) Gundersen HJ，Bendtsen TF，Korbo L，et al．：Some new，simple and efficient 
stereological methods and their use in pathological research and diagnosis．APMIS 96：
379-394，1988 
20) Kanatani I，Kanematsu A，Inatsugu Y，et al．：Fabrication of an optimal urethral graft 
using collagen-sponge tubes reinforced with Copoly(L-lactide/epsilon-caprolactone) 
fabric．Tissue Eng 13 ：2933-2940，2007 
21) El-Salmawy A，Kitagawa T，Ko IK，et al，：Preparation and properties of ProNectin 
F-coated biodegradable hollow fibers．J Artif Organs 8：245-251，2005 
22) Johnson JL，van Eys GL，Angelini GD，et al．：Injury induces dedifferentiation of 
smooth muscle cells and increased matrix-degrading metalloproteinase activity in human 
saphenous vein．Arterioscler Thromb Vasc Biol 21：1146-1151，2001 
23) Vukovic I，Arsenijevic N，Lackovic V，et al．：The origin and differentiation potential of 
smooth muscle cells in coronary atherosclerosis．Exp Clin Cardiol 11：123-128，2006 
24) Fujita Y，Lin JX，Takahashi R，et al．：Cilostazol alleviates cerebral small-vessel 
pathology and white-matter lesions in stroke-prone spontaneously hypertensive rat．
Brain Res 1203 ： 170-176，2008 
25) Newman WH，Castresana MR，Webb JG，et al．：Cyclic AMP inhibits production of 
interleukin-6 and migration in human vascular smooth muscle cells．J Surg Res 109：
57-61，2003 
26) Indolfi C，Di Lorenzo E，Rapacciuolo A，et al．：8-chloro-cAMP inhibits smooth muscle 
cell proliferation in vitro and neointimal formation induced by balloon injury in vivo．J 
Am Coll Cardiol 36：288-293，2000 
27) Hayashi S，Morishita R，Matsushita H，et al．：Cyclic AMP inhibited proliferation of 
human aortic vascular smooth muscle cells，accompanied by induction of p53 and p21．
-26- 
Hypertension 35：237-243，2000 
28) Douglas JS Jr，Holmes DR Jr，Kereiakes DJ，et al．：Coronary stent restenosis in patients 
treated with cilostazol．Circulation 112：2826-2832，2005 
29) Lee SW，Park SW，Kim YH，et al．：Comparison of triple versus dual antiplatelet 
therapy after drug-eluting stent implantation (from the DECLARE-long trial)．Am J 
Cardiol 90：1314-1319，2002 
30) Schachner T，Zou Y，Oberhuber A，et al．：Local application of rapamycin inhibits 
neointimal hyperplasia in experimental vein grafts．Ann Thorac Surg 77：1580-1585，
2004 
-27- 
図の説明 
図 1  シロスタゾール含有 P(LA/CL)徐放フィルム． 
直径 28 mm で円形薄膜状となっている． 
 
図 2 静脈および動脈グラフトモデル作製図 
 
図 3  (A)イヌ大腿静脈吻合モデル，(B)吻合部へのフィルムの巻きつけ 
        矢印は吻合部を示し，▲は徐放フィルムを示す． 
 
図 4  (A)イヌ大腿動脈吻合モデル，(B)吻合部へのフィルムの巻きつけ 
        矢印は吻合部を示し，▲は徐放フィルムを示す． 
 
図 5 (A)新生内膜細胞数測定に用いた unbiased counting frame． 
細胞数カウントのルールは，フレームの直交する細い線の2辺に交わった時，および
全体がフレーム内におさまっている細胞はカウントした．一方，太い線で表される 2
辺とその延長線に交わった時，およびフレーム外にある細胞はカウントしなかった．
(B)Unbiased counting frame 上での細胞数計測の例．写真のように設定されたフレー
ムにより 2 個の desmin 陽性細胞(矢印)がカウントされている．実際に計測した 1 つの
フレームの面積は 0.008 mm2 であり，1 視野に 7 個設定した． 
 
図 6 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部横断面画像(Elastica-Goldner 変法(EG)染色) 
        (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で新生内膜肥厚の抑制がみられた． 
 
図 7 I/M ratio(動脈吻合モデル) 
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    吻合部の新生内膜と中膜の面積比を示す．I/M ratio はシロスタゾール投与群で有意
に低値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差はなかった． 
 
図 8 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部横断面画像(Elastica-Goldner 変法(EG)染色) 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で新生内膜肥厚の抑制がみられた． 
 
図 9 I/M ratio(静脈吻合モデル) 
    吻合部の新生内膜と中膜の面積比を示す．I/M ratio はシロスタゾール 80 mg 群で有
意に低値であった(*P<0.05)．  
 
図 10 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の PCNA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で PCNA 陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 11 PCNA index(動脈吻合モデル) 
  PCNA index を示す．PCNA index はシロスタゾール投与群で有意に低値であった
(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差はなかった． 
 
図 12 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の PCNA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群で PCNA 陽性細胞数の減少がみら
れた． 
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図 13 PCNA index(静脈吻合モデル) 
  PCNA index を示す．PCNA index はシロスタゾール投与群で有意に低値であった
(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差はなかった． 
 
 
図 14 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部のα-SMA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群でα-SMA陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 15 α-SMA 陽性細胞率(動脈吻合モデル) 
   α-SMA 陽性細胞率を示す．α-SMA 陽性細胞率はシロスタゾール投与群で有意に低
値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差がなかった． 
 
図 16 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部のα-SMA 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール投与群でα-SMA陽性細胞数の減少がみら
れた． 
 
図 17 α-SMA 陽性細胞率(静脈吻合モデル) 
   α-SMA 陽性細胞率を示す．α-SMA 陽性細胞率はシロスタゾール投与群で有意に低
値であった(*P<0.05)．シロスタゾール投与群間では差がなかった． 
 
図 18 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の desmin 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
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シロスタゾール 80 mg 群．シロスタゾール 80 mg 投与群では他群に比して desmin 陽
性細胞数の減少がみられた． 
 
図 19 Desmin 陽性細胞率(動脈吻合モデル) 
    Desmin 陽性細胞率を示す．desmin 陽性細胞率はシロスタゾール 80 mg 投与群でコ
ントロール群，シロスタゾール 10 mg群およびシロスタゾール 40 mg群に比して有意に
低値であった(*P<0.05)． 
 
図 20 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の desmin 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
  
図 21 Desmin 陽性細胞率(静脈吻合モデル) 
  Desmin 陽性細胞率を示す．desmin 陽性細胞率は 4 群間で有意差を認めなかった． 
 
図 22 実験後 4 週間時の動脈グラフト吻合部の von Willebrand 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
 
図 23 実験後 4 週間時の静脈グラフト吻合部の von Willebrand 免疫染色画像 
  (A)：コントロール群，(B)：シロスタゾール 10 mg 群，(C)：シロスタゾール 40 mg 群，(D)：
シロスタゾール 80 mg 群． 
 
 
表 1 術後 4 週間時点での動脈吻合部の I/M ratio，PCNA index， 
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α-SMA 陽性細胞率，Desmin 陽性細胞率 
 
表 2 術後 4 週間時点での静脈吻合部の I/M ratio，PCNA index， 
α-SMA 陽性細胞率，Desmin 陽性細胞率 
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